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摘要    本研究旨在从土壤中筛选高效石油烃降解菌株, 并对其系统分类和降解特性进行研究, 为石油污染的
原位修复奠定基础. 该研究从滨州油井溢油污染土壤样品中分离得到一株高效石油烃降解菌株 BZ-15, 对菌株
BZ-15进行形态观察、16S rRNA基因序列分析及系统发育树分析; 对该菌株的生长特性进行研究; 通过 GC-MS
分析其对原油组分中不同碳原子饱和烃的降解特性; 同时研究吐温-20 对其生长及降解特性的影响; 对该菌株中
的烷烃羟化酶基因 alkM进行了克隆. 结果表明, 菌株 BZ-15为不动杆菌属(Acinetobacter sp.)细菌, 在 LB培养基
中其代时为 3.25 h, 添加吐温-20代时为 2.67 h, 吐温-20可促进菌株BZ-15生长; 该菌株可降解C13~C28碳链长度
饱和烃, 饱和烃降解率为 61.0%, 添加吐温-20饱和烃降解效率为 52.2%, 吐温-20可抑制菌株BZ-15降解饱和烃; 
菌株 BZ-15存在烷烃羟化酶基因 alkM, 通过末端氧化途径对饱和烃进行降解.  
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随着石油开采和运输的发展, 石油污染已成为
世界性的问题, 严重威胁着人类的生存和社会的可
持续发展. 石油污染不仅破坏了人类赖以生存的生
态环境, 而且石油有害组分通过食物链的积累严重
影响人类的食品安全. 因此, 石油污染修复逐渐引起
人们的重视. 消除石油污染的方法主要分为物理修
复、化学修复和生物修复. 生物修复是利用生物(特别
是微生物)催化降解环境污染物, 减少或最终消除环
境污染的受控或自发过程[1]. 由于生物修复的彻底性
和无二次污染, 其已被广泛应用于治理原油泄漏[2]. 
微生物可以代谢降解石油中的绝大部分烃类[3], 在修
复过程中起着关键作用[4]. 微生物的石油烃降解能力
是进行生物修复的基础, 是彻底解决石油污染问题
的根本, 直接决定生物修复的效率. 同时, 生存环境
中的营养条件以及理化参数能够影响微生物的活性, 
从而影响微生物对石油烃的降解[5].  
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不动杆菌属(Acinetobacter)细菌可以高效降解石
油烃[6]. 石油烃主要可以分为饱和烃、芳香烃、胶质
和沥青质[7], 其中沥青质含量愈高, 石油烃(重油)愈
难降解. 不动杆菌属细菌可以降解直链和支链烷烃、
芳香烃等多种石油烃组分, 对其他细菌难以降解的
重油亦具有较好的降解效果[6], 能有效修复石油烃对
环境的污染. 在有氧条件下, 不动杆菌属细菌对饱和
烃的降解主要有两种途径 : 末端氧化和芬纳蒂途  
径[8]. 其中研究最详尽的是末端氧化途径. 烷烃首先
由单加氧酶氧化成伯醇, 然后经由伯醛转化成脂肪
酸, 通过脂肪酸的氧化进入三羧酸循环完成降解. 
目前, 不动杆菌中已经发现两种类型的烷烃单加氧酶: 
一种是 alk基因编码的依赖红素氧还蛋白的氧化酶[9,10], 
第二种是细胞色素 P450 家族的 CYP153 单加氧酶[11]. 
不同的单加氧酶可以氧化不同碳链长度的饱和烃.  
石油烃溶解度低, 易吸附在土壤和其他物质上. 
这降低了与微生物的有效接触, 从而增加了石油烃
污染的生物修复难度, 延长了生物修复所需时间. 因
此, 改善环境因素可以促进微生物对石油烃的降解. 
表面活性剂可以促进石油烃的乳化和分散, 增加石
油烃的溶解度[12]. 研究人员发现, 加入表面活性剂后
部分种属的微生物对石油烃的降解明显增强 [13~15], 
且随着表面活性剂浓度的增加, 石油烃的降解率也
随之提高[16]. 但是, 张丽芳等人[17]研究发现, 在添加
表面活性剂后, 细菌细胞因受到毒害作用而导致石
油烃降解作用受到抑制. 因此, 不同的表面活性剂对
微生物降解石油烃的影响存在不同效果. 表面活性
剂可以被土壤吸附, 吸附性会降低表面活性剂的分
散能力, 并且有些表面活性剂的去除非常困难, 容易
造成二次污染[15,18]. 非离子表面活性剂具有毒性低、
不易产生强吸附、易降解等优点, 被广泛应用于生物
修复[19]. 对于不同非离子表面活性剂的研究发现, 吐
温系列的非离子表面活性剂具有增溶作用 , 在
0.05~1.0 g/L 时能促进有机污染物的降解[20], 也可以
促进沥青质的回收和降解[21]. 本研究从石油污染土
壤中筛选得到一株高效石油烃降解菌, 研究其生长
特性及对饱和烃的降解特性, 探讨了吐温-20(聚氧乙
烯失水山梨醇单月桂酸酯)是对该菌生长及饱和烃降
解效率的影响, 进一步克隆该菌株的烷烃单加氧酶, 
为该菌株降解石油烃的应用提供理论依据.  
1  材料与方法 
1.1  试剂和培养基 
原油由山东东营胜利油田提供. 正己烷、二氯甲
烷、甲醇等为国产分析纯, 气相色谱-质谱联用(gas 
chromatography-mass spectrometer, GC-MS)分析用试
剂为高效液相纯.  
(1) 无机盐液体培养基 .  BHB(Bushnell-Haas 
Broth)培养基 : MgSO4 0.2 g/L, CaCl2 0.02 g/L, 
KH2PO4 1 g/L, K2HPO4 1 g/L, NH4NO3 1 g/L, FeCl2 
0.05 g/L, NaCl 25 g/L, 调节 pH为 7.0±0.2.  
(2) 降解石油烃无机盐液体培养基.  在 BHB培
养基基础上添加 0.5%石油, pH为 7.0±0.2.  
(3) 降解石油烃固体培养基.  在降解石油烃无
机盐液体培养基中添加 1.5%琼脂, pH为 7.0±0.2.  
(4) 富集液体培养基(LB培养基). 蛋白胨 10 g/L, 
酵母粉 5 g/L, 氯化钠 10 g/L, pH为 7.0±0.2.  
(5) 富集固体培养基.  在富集液体培养基中添
加 1.5%琼脂, pH为 7.0±0.2.  
1.2  石油烃降解菌的筛选 
土壤样品取自山东滨州油井附近石油污染土壤. 
称取 10 g土壤加入含有 100 mL富集液体培养基的锥
形瓶中, 置于摇床上 180 r/min, 30℃培养 7天. 富集后
的培养液经梯度稀释后涂布, 30℃培养 18 h. 挑取单
菌落, 在降解石油烃固体培养基上连续纯化 3 次, 纯
化后的菌株在 LB液体培养基中培养, 进行后续实验.  
1.3  石油烃降解菌 DNA提取 
菌株 BZ-15 在 LB 液体培养基中纯培养(30℃, 
150 r/min)16 h后, 收集 1.8 mL菌悬液, 使用 DNA提
取试剂盒 UltraCleanTM Microbial DNA Isolation Kit 
(MO-BIO, 美国)进行基因组 DNA 提取. 将 DNA 置
于20℃保存, DNA可直接用于下游实验.  
1.4  石油烃降解菌的鉴定 
采用革兰氏染色、形态观察对分离得到的菌株进
行形态鉴定. 采用 16S rRNA基因同源性分析进行菌
种鉴定. 16S rRNA基因 PCR扩增以提取的DNA为模
板, 采用的引物是 27F和 1492R[22](表 1). PCR反应体
系为 50 μL, 包含: 1×PCR Buffer, 0.2 mmol/L dNTPs, 
0.2 mmol/L 27F, 0.2 mmol/L 1492R和 1 U Taq酶. PCR
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反应程序为: 94℃预变性 5 min, 30个循环的 94℃变
性 1 min, 55℃退火 1 min, 72℃延伸 2 min, 最后 72℃
延伸 10 min. PCR 产物用 1%琼脂糖凝胶电泳检测, 
由 Invitrogen 公司 (美国 )完成测序 . 测序结果在
NCBI(National Center for Biotechnology Information)
网站通过 BLAST 进行同源性分析, 通过 Mega 软件
构建系统发育树.  
1.5  菌株生长曲线测定 
将菌株 BZ-15 过夜培养活化 , 活化后的菌液   
1 mL分别接入 100 mL富集培养基中和 100 mL添加
0.5%吐温-20的富集培养基, 置于 180 r/min的摇床中, 
30℃培养. 使用UV-7100紫外分光光度计(上海精密科
学仪器有限公司), 调节波长为 600 nm, 每隔一定时间
取样测定其吸光值. 以培养时间为横坐标, 吸光值为
纵坐标, 绘制该菌株的生长曲线.  
代时计算公式如下:  
2 1
2 1(lg lg ) / lg 2
t tG
W W
  , 
t1, t2为所取对数期两点的时间, W1, W2为对应时间的
A600值.  
1.6  菌株降解石油烃效果测定 
在石油烃降解液体培养基中接入 10%(v/v)的菌
种, 30℃, 180 r/min培养 5天, 以不接菌为对照, 测定
菌株对石油烃降解效果并分析代谢产物. 培养结束
后, 用正己烷萃取残余石油烃组分, 无水硫酸钠干燥
后定容至 25 mL. 利用硅胶柱层析法(硅胶 3 g、氧化
铝 2 g、无水硫酸钠 1 g)分离石油烃组分, 加入 1 mL
石油烃样品, 分别用 20 mL正己烷、15 mL二氯甲烷
与正己烷混合液(2:1)、15 mL甲醇洗脱, 待溶解饱和
烃、芳香烃和胶质组分的溶剂挥发后, 分别用正己烷
(色谱纯)、正己烷(色谱纯)和甲醇(分析纯)溶解 3种组
分[23]. 溶解后的饱和烃组分进行 GC-MS 测定. 色谱
条件: HP-5MS 弹性石英毛细管气相色谱柱(30 m× 
320 μm×0.25 μm). 载气为 99.999%氮气. 燃烧气为氢
气, 流速为 30 mL/min, 空气流速 350 mL/min. FID检
测温度 300℃ . 进样口温度 280℃ . 柱温 80℃到
280℃. 柱流量 2 mL/min, 分流比 5:1, 进样量 1 μL[24].  
1.7  石油烃降解功能基因的克隆 
以提取的 DNA作为模板, 采用引物 alkB-1f和 
表 1  本研究中所使用的 PCR引物序列 
引物 序列 
27F 5′-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3′ 
1492R 5′-TGACTGACTGAGGYTACCTTGTTACGACTT-3′
alkB-1f 5′-AAYACNGCNCAYGARCTNGGNCAYAA-3′ 
alkB-1r 5′-GCRTGRTGRTCNGARTGNCGYTG-3′ 
 
alkB-1r[25](表 1)进行 alkB基因片段 PCR扩增. PCR反
应体系为 50 μL, 包含: 1×PCR Buffer, 0.2 mmol/L 
dNTPs, 0.2 mmol/L alkB-1f, 0.2 mmol/L alkB-1r和 1 U 
Taq酶. PCR反应程序为: 95℃预变性 15 min; 94℃变
性 1 min, 55℃退火 1 min, 72℃延伸 1 min, 进行 40个
循环; 最后 72℃延伸 10 min. PCR产物用 1%琼脂糖
凝胶电泳检测, 由 Invitrogen 公司进行测序. 测序结
果 在 NCBI(National Center for Biotechnology 
Information)网站通过 BLAST 进行分析, 根据与已知
序列菌株的同源性高低, 确定菌株 BZ-15的种属, 并
利用 Mega软件构建系统发育树.  
2  结果 
2.1  菌株的筛选与鉴定 
以石油烃为唯一碳源, 经过筛选与纯化得到一
株能够降解石油烃的的菌株, 命名为 BZ-15. 该菌菌
落形态为乳白色圆形凸起 , 边缘光滑 , 直径为
0.5~1.0 mm. LEICA DM500显微镜(德国)下观察该菌
为短粗杆状, 无芽孢和鞭毛, 革兰氏染色结果显示其
为革兰氏阴性菌. 16S rRNA基因 PCR扩增后, 测序
结果通过 BLAST 比对, 结果表明, 该菌株与多株不
动杆菌属细菌具有较高的同源性, 与 Acinetobacter 
psychrotolerans strain Ths相似性最高为 97%. 通过形
态和 16S rRNA基因同源性分析, 鉴定该菌株为不动
杆菌属细菌.  利用MEGA5.0软件构建BZ-15的系统
发育树如图 1所示.  
2.2  菌株生长特性 
菌株 BZ-15 培养 120 h, 其生长曲线见图 2. 
BZ-15的生长曲线包含延滞期、指数期、稳定期和衰
退期等. 在富集培养基和添加吐温-20 的富集培养基
中, 菌株都经历了延滞期, 约为 4 h, 由延滞期进入
指数期的时间差异并不明显. 30 h后菌株生长开始进
入稳定期. 从生长曲线分析, 吐温-20 未对 BZ-15 菌 
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图 1  Acinetobacter sp. BZ-15基于 16S rRNA基因的系统发育树 
 
 
图 2  Acinetobacter sp. BZ-15生长曲线 
 
株的生长产生明显的影响. 但是计算代时后发现, 富
集培养基中菌株代时为 3.25 h, 添加吐温-20 的培养
基中菌株的代时为 2.67 h. 添加吐温-20 可以明显缩
短菌株的代时(比未添加的对照组代时快 17.8%), 但
是未对 BZ-15菌株的生物量产生显著影响. 
2.3  菌株对石油烃的降解效果 
在石油烃固体培养基上, 菌株 BZ-15 的菌落较
小 , 菌落周围颜色变浅甚至无色 , 形成噬油斑 (图
3A). 经 4′,6-二脒基 -2-苯基吲哚 (4′,6-diamidino-2- 
phenylindole, DAPI)染色, 在荧光显微镜下观察发现, 
菌株 BZ-15(蓝色荧光)聚集在褐色油滴周围, 利用油
滴(图 3B).  
以 10%(v/v)接种量, 将菌株BZ-15接种于石油烃
液体培养基中培养 5 天, 随着培养时间的延长, 培养
液的颜色逐渐加深, 油滴分散程度变高. 5 天后残余
石油烃用正己烷萃取、层析分离后进行 GC-MS分析, 
结果如图 4 所示. 与对照组相比, 5 天后饱和烃被降 
 
图 3  Acinetobacter sp. BZ-15在石油烃培养基中的生长  
状况 
A: Acinetobacter sp. BZ-15在石油烃固体培养基上的生长状况; B: 
在石油烃液体培养基中, 经 DAPI染色的 Acinetobacter sp. BZ-15聚 
集在油滴周围 
解了 61.0%. 分析不同碳链长度的饱和烃降解效果,
发现 BZ-15 可以降解 C13~C28(图 5A), 偶数碳原子烷
烃的降解率高于奇数碳原子烷烃(图 5B). 除 C17, C19
外, 菌株 BZ-15 对饱和烃的降解率均达到 65%以上, 
对 C13, C14的降解率可达到 100%, C24~C28的降解率
可达到 80%以上(表 2).  
2.4  吐温-20对石油烃降解效果的影响 
通过添加非离子表面活性剂吐温-20, 研究其对
菌株 BZ-15 降解效果的影响 . 以 10%接种量 , 将
BZ-15 接种于添加 0.3%吐温-20 的石油烃降解培养
基 , 观察该菌对石油烃的降解效果(图 6). 在添加
0.3%吐温-20的石油烃降解培养基中菌株 BZ-15生长
状态优于对照组, 培养液更为浑浊, 随着培养时间的
延长, 培养基中石油烃分散程度提高. 5 天后饱和烃
降解率为 52.2%. 在添加吐温-20的条件下, BZ-15对
C13, C14的降解率为 100%, 该菌对其他碳链长度饱和烃
降解率下降, C24~C28的降解率可达到 80%以上(表 2). 
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图 4  Acinetobacter sp. BZ-15对饱和烃降解的 GC-MS分析 
A: 未接种菌株的对照组; B: 5天后, 接种量为 10%的残余石油烃分析 
表 2  Acinetobacter sp. BZ-15对不同碳原子的饱和烃的降解率(%) 
 C13 C14 C15 C16 C17 C18 C19 C20 
未添加吐温-20 100 100 77.6 65.8 24.7 74.8 12.8 78.3 
添加吐温-20 100 100 71.1 63.6 7.6 70 0 70.9 
 C21 C22 C23 C24 C25 C26 C27 C28 
未添加吐温-20 74.6 77.2 79.2 82.3 81.8 84.8 83.6 83.8 
添加吐温-20 66.9 71.7 68.4 71.7 68.1 67.8 61.1 50.7 
 
2.5  石油烃降解功能基因的克隆 
对菌株 BZ-15 石油烃降解功能基因(烷烃羟化酶
基因 alk)进行克隆. 利用已知的 alkB引物, 进行 PCR
扩增, 得到约 500 bp的片段. PCR产物测序后, 进行
BLAST 同 源 性 分 析 , 结 果 表 明 该 片 段 与
Acinetobacter sp. M-1烷烃羟化酶基因 alkane hydro- 
xylase A 具有较高的同源性 (82%). 然后利用
MEGA5.0软件构建系统发育树(图 7).  
3  讨论 
微生物具有利用烃类作为能量来源的潜力, 10
个属细菌、11个属真菌和 10个属藻类等已被确认具
有烃类降解能力[2]. 微生物的石油烃降解能力受到各
种因素的影响, 如微生物的种类、石油烃的组分和环
境因素(包括 pH, 温度, 盐度和营养物质等). 生物修
复过程中, 土著微生物和外源微生物都应用于石油
污染的降解[26]. 与外源微生物相比, 土著微生物更能 
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图 5  Acinetobacter sp. BZ-15对不同碳原子饱和烃的降解率 
 
适应原位的复杂环境. 本研究从山东滨州石油污染
土壤中分离出降解石油烃的菌株 BZ-15, 分析了该菌
株的形态和生理生化等表征, 并 16S rRNA基因系统
发育分析, 将该菌株 BZ-15 鉴定为不动杆菌属细菌. 
对菌株的石油烃降解特性进行研究, 结果表明, 菌株
BZ-15 可以降解 C13~C28碳链长度的正构烷烃, 降解
率可达 61%. 王虎等人 [27]从陕北地区分离的
Acinetobacter sp. 1 对石油烃的降解率为 60%, 
Acinetobacter sp. 2在最优条件下降解率最高为 67%. 
与之相比, 菌株 BZ-15的石油烃降解效率较高, 可应
用于生物修复, 治理石油污染的土壤. 
非离子表面活性剂由于其具有增溶能力、毒性低
及能够促进有机污染物降解等能力, 被广泛应于污
染土壤的修复研究[28]. 但是有研究表明, 非离子活性
剂对大肠杆菌具有抑制作用[29]. 吐温-20 是一种常用
的非离子表面活性剂, 对各种有机物具有良好的乳
化分散作用. 欧阳科等人[30]以吐温-20 为表面活性剂
使蒽的降解率提高了约 30%. 本研究添加吐温-20 对
BZ-15降解石油烃有不利影响, 饱和烃降解率下降了
15%. 生长曲线分析表明, 吐温-20 可以促进 BZ-15
菌株的生长, BZ-15 的生长速度快于对照组(无吐温
-20). 据此推测 0.3%吐温-20 对 BZ-15 没有抑制或毒
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图 6  添加吐温-20后 Acinetobacter sp. BZ-15对饱和烃降解的 GC-MS分析 
A: 未接种菌株的对照组; B: 5天后, 接种量为 10%的残余石油烃分析 
 
图 7  Acinetobacter sp. BZ-15 alkM基因系统发育树 
 
害作用, BZ-15可以利用吐温-20生长, 从而影响了对
石油烃的利用 , 降低了石油烃的降解效率 . 因此 , 
BZ-15 可以与表面活性剂或产生物表面活性剂的菌
株联用, 对石油烃污染土壤的生物修复具有实际应
用价值.  
在大多数情况下, 不动杆菌属细菌在有氧条件
下中通过末端氧化途径降解饱和烃, 由末端甲基氧
化起始生成伯醇, 进一步氧化成相应的伯醛, 最终转
化成相应的脂肪酸进入-氧化循环产生乙酰辅酶 A
而降解[31]. 另一方面, 在某些不动杆菌属细菌的芬纳
蒂途径中双加氧酶将饱和烃转化成正烷烃过氧化物, 
不生成醇而形成过氧醛和脂肪酸 [32,33]. 正是由于不
动杆菌中饱和烃氧化酶的多样性和复杂性, 进一步
研究以确定菌株 BZ-15 中饱和烃的代谢途径是必要
的. 研究表明, 在 Acinetobacter calcoaceticus ADP1
中, 烷烃羟化酶 alkM 是唯一一个饱和烃降解所必需
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的酶, 并由饱和烃调控[34,35]. 本研究从菌株 BZ-15 中
扩增得到烷烃羟化酶 alkM 基因片段, 证实了其存在
饱和烃降解所必需的烷烃羟化酶 alkM. 由此, 推测
菌株BZ-15通过末端氧化途径降解饱和烃, 首先将饱
和烃氧化成醇后, 通过醇脱氢酶和醛脱氢酶, 生成脂
肪酸, 生成的脂肪酸进一步通过氧化被降解, 一次
氧化脱去两个碳原子. 所以, 本研究中 BZ-15对偶数
碳原子的烷烃表现出更高的降解效率. Throne-Holst
等人[36]研究发现, Acinetobacter venetianus 6A2可降
解 C10~C18的饱和烃. 本研究中, 菌株 BZ-15 可降解
C13~C28 的饱和烃, 能够氧化更长碳链长度的饱和烃, 
推测在菌株中存在其他的氧化酶催化饱和烃降解.  
本研究表明, 菌株 BZ-15 表现出高效的石油烃
降解能力和潜在的非离子表面活性剂代谢利用能力, 
使其能够加强土壤中石油烃污染物的降解, 降低石
油烃和表面活性剂在土壤中的毒性, 成为石油烃污
染土壤生物修复应用的潜在降解者.  
4  结论 
(1) 从石油烃污染土壤中分离出 1株可以利用石
油的菌株 BZ-15, 经生理生化表征形态观察和 16S 
rRNA 基因同源性分析将其鉴定为不动杆菌属细菌, 
命名为 Acinetobacter sp. BZ-15.  
(2) 除 C17, C19外, 菌株 BZ-15 对饱和烃的降解
率均达到 65%以上 , 对 C13, C14 的降解率可达到
100%, 偶数碳原子烷烃的降解率高于奇数碳原子烷
烃的降解效率.  
(3) 在富集培养基中添加吐温-20, 菌株 BZ-15
的代时缩短 17.8%. 在石油烃降解过程中添加吐温
-20, 饱和烃降解率降低为 52%.  
(4) 菌株 BZ-15 中克隆得到烷烃单加氧酶基因
alkM, 推测该菌株可以通过末端氧化途径代谢利用
饱和烃.  
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One of the major environmental problems is the contamination of petroleum hydrocarbons as a result of activities 
related to the petrochemical industry. This study aimed to isolate petroleum hydrocarbon-degrading bacteria from 
soil, and to study their systemic classification and degradation characteristics. A bacterial strain BZ-15 capable of 
degrading petroleum hydrocarbons was isolated from the oil-spilled soils in Binzhou, China. The bacterium was 
identified as belonging to the genus Acinetobacter through morphological and 16S rRNA gene homological analysis. 
Its growth rate and biodegradation ability were investigated by cell culture on media supplemented with crude oil 
with or without the surfactant Tween-20. Non-ionic surfactant Tween-20 can promote the growth of BZ-15, reducing 
the generation time from 3.25 to 2.67 h. After 5 days of growth, GC-MS analysis showed that the degradation 
efficiency of this bacterial strain for saturated hydrocarbons could reach 61%. However, the degradation efficiency 
for saturated hydrocarbons decreased and was only 52% Tween-20. The strain BZ-15 could biodegrade saturated 
hydrocarbons in which carbon chains were of the length C13–C28. Alkane hydroxylase (alkM) was successfully 
cloned, which indicates that the bacterial strain could degrade alkane via the terminal oxidative pathway. 
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